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Цель исследования. Оценить ассоциации генотипов клинически значимых последовательностей нук-
леотидов rs11536865, rs913930 и rs5030717 гена TLR-4 с риском возникновения и выраженностью ран-
ней дисфункции трансплантатов печени. Материалы и методы. Для достижения поставленной цели 
было организованно исследование «случай–контроль», включавшее 71 пациента. Критерии включения: 
трансплантация печени от умершего донора. Критерии исключения: трансплантация от родственного до-
нора, редуцированный графт, возраст реципиента менее 18 лет. Результаты. В пределах rs5030717 были 
выявлены три генотипа: AA (81,6%) и два генотипа с минорной аллелью G – AG (12,6%) и GG (5,6%). 
В пределах rs913930 были выявлены 3 генотипа: TT (59,1%) и два генотипа с минорной аллелью С – TC 
(29,5%), CC (11,2%). Изучение rs11536865 не выявило полиморфизма (генотип – GG). Ранняя дисфунк-
ция трансплантата печени развилась у 19,7% пациентов, тяжелая ранняя дисфункция трансплантата – 
11,2%, септические осложнения – 14%, острое клеточное отторжение – 23,9%. Генотип C/T гена TLR-4 в 
последовательности SNP rs913930 имеет сильную связь с развитием ранней дисфункции трансплантата 
(Отношение шансов 4,8:1; p = 0,047; 95% ДИ 1–23,4). Пациенты с генотипом донорской печени С/T име-
ли достоверно большую пропорцию HMGB1 (%) положительных гепатоцитов в донорском биоптате, 21 
(17–29)%, по сравнению с генотипами СС+TT, 16 (10–19)% (Mann–Whitney p = 0,01). Экспрессии CD68 в 
биоптате печени на этапе донорского забора достоверно выше у носителей гетерозигот по SNP rs913930 
(генотип C/T) и SNP rs5030717 (генотип AG), (Mann–Whitney test, p = 0,03). Получена достоверная кор-
реляция между экспрессией CD68 в биоптатах печени доноров и уровнем IL-23 в печеночных венах 
трансплантата через 1 час после реперфузии (ρ = 0,62; p = 0,04) и между экспрессией HMGB1 в биоптатах 
печени доноров и уровнем АСТ через 24 часа после реперфузии (r = 0,4; p = 0,02). Экспрессия HMGB1 в 
биоптатах печени доноров была больше у пациентов с РДТ, 21 (20; 29) кл/мм2, по сравнению с пациента-
ми без РДТ 16 (12; 18) (Mann–Whitney test, p = 0,0036). Заключение. Ранняя дисфункция трансплантата 
имеет генетические предпосылки, обусловленные полиморфизмом гена TLR-4 и реализующиеся через 
активацию HMGB1, клеток Купфера и IL-23.
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Использование доноров как со стандартными, 
так и с расширенными критериями сопряжено с 
развитием ранней дисфункции трансплантата (РДТ) 
печени, в основе которого лежит ишемически-ре-
перфузионное повреждение (ИРП) [1]. При этом 
в настоящее время не существует надежного объ-
ективного метода оценки донорского печеночного 
трансплантата, по которому можно было бы судить 
о риске возникновения дисфункции транспланта-
та, других осложнений и летальности после транс-
плантации печени.
Известен ряд фенотипических и технических 
факторов риска дисфункции трансплантата со сто-
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Aim. To evaluate the associations of genotypes of clinically relevant nucleotides rs11536865, rs913930 and 
rs5030717 of the TLR-4 gene with the risk of development and severity of early allograft dysfunction after liver 
transplantation. Materials and methods. A case-control study enrolling 71 patients was organized. Inclusion 
criteria: DBD liver transplantation. Exclusion criteria: living related liver transplantation, reduced graft trans-
plantation, recipient’s age fewer than 18. Results. Within rs5030717 there were identifi ed three genotypes: AA 
(81.6%) and two genotypes with the minor G-allele: AG (12.6%) and GG (5.6%). Within rs913930 there identi-
fi ed three genotypes: TT (59.1%) and two genotypes with the minor C-allele: C/T (29.5%) and CC (11.2%). The 
rs11536865 studying revealed no polymorphism (GG genotype). The early allograft liver dysfunction (EAD) 
developed in 19.7% of patients, the severe EAD in 11.2% of patients, septic complications in 14%, acute cellular 
rejection in 23.9% of cases. The C/T genotype of the TLR-4 gene in the SNP rs913930 sequence was closely 
associated with the EAD development (OR 4.8 to 1; p = 0.047; 95% CI 1–23.4). Рatients with the donor’s liver 
C/T genotype had a reliably higher proportion (%) of the HMGB1 positive hepatocytes in the donor’s bioptate, 
21 (17–29%) vs the СС+TT genotypes, 16 (10–19%) (Mann–Whitney test, p = 0.01). The CD68 expression in 
the liver bioptate at the donor’s stage was reliably higher in the carriers of heterozygotes in the SNP rs913930 
(C/T genotype) and in the SNP rs5030717 (AG genotype), (Mann–Whitney test, p = 0.03). Signifi cant positive 
correlation between the CD68 expression in the donor’s liver bioptates and the IL-23 level in the hepatic vein 
has been determined in an hour after the portal reperfusion (ρ = 0.62; p = 0.04) as well as between the HMGB1 
expression in the donor’s liver bioptates and the АSТ level in 24 hours after the reperfusion (r = 0.4; p = 0.02). 
The HMGB1 staining in the donor’s liver bioptates was higher in the EAD patients, 21 (20; 29) cells/mm2 in 
comparison with the patients without EAD, 16 (12; 18) (Mann–Whitney test, p = 0.0036). Conclusion. The early 
allograft liver dysfunction is associated with the genetic predisposition caused by the TLR-4 gene polymorphism 
and is implemented via the HMGB1, Kupffer cells and IL-23 activation.
Key words: liver transplantation, allograft dysfunction, gene polymorphism, TLR-4, Kupffer cells.
роны донора (возраст, уровень натриемии, степень 
жирового гепатоза, гипотензия, длительный период 
холодовой и тепловой ишемии, длительность ИВЛ у 
донора более 7 суток, донор с небьющимся сердцем 
и расщепленный или редуцированный трансплан-
тат) и реципиента (MELD и ургентность трансплан-
тации) [1, 2]. Однако из клинического наблюдения 
известно, что РДТ имеет широкую вариабельность 
степени выраженности и различный прогноз при 
прочих равных фенотипических и технических 
факторах риска. Возможным объяснением является 
факт того, что ИРП в определенной степени генети-
чески детерминировано и ему соответствует опре-
деленный генетический профайл, характерный как 
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для холодовой консервации, так и реперфузионного 
повреждения [3].
Повреждение печени вследствие ИРП является 
типичным примером воздействия DAMP (damage-
assosiated molecular patterns – DAMPs). Известная 
современная модель DAMP-опосредованного пов-
реждения включает взаимодействие ядерного бел-
ка HMGB1 (в результате некроза гепатоцитов) с 
рецепторами TLR2, TLR4, TLR9 и активацию кле-
ток Купфера, что ведет к секреции IL-23 и других 
цитокинов активированными макрофагами и эн-
дотелиальными клетками, стимуляции γδ-T-клеток 
на продукцию IL-17 и хемотаксису нейтрофилов в 
печень [4].
По современным представлениям, ген TLR-4 за-
нимает одну из ключевых позиций в возникновении 
и акселерации системного воспалительного ответа 
и ишемически-реперфузионного повреждения [5]. 
В экспериментальных исследованиях было показа-
но, что блокада активации гена TLR-4 у мышей спо-
собствовала ослаблению раннего воспалительного 
ответа и ИРП после трансплантации печени [6]. 
Кроме того, TLR-4 провоцирует гиперактивацию 
эндотелиоцитов при ИРП даже в отсутствие клеток 
Купфера и является медиатором дисфункции транс-
плантата печени со стеатозом [7, 8].
В одном из клинических ис следований было 
показано, что в северо-американской популяции 
минорные алели последовательностей rs11536865, 
rs913930 и rs5030717 гена TLR-4 ассоциированы с 
потерей трансплантата печени [9].
На основании этих данных мы выдвигаем гипо-
тезу, что помимо фенотипических и технических 
(возраст, уровень натриемии, жировой гепатоз, ги-
потензия и др.) ранняя дисфункция трансплантата 
имеет генетические предпосылки, обусловленные 
полиморфизмом гена TLR-4, которые реализуются 
в результате специфических патологических про-
цессов, характерных для трансплантации, таких как 
системный воспалительный ответ у умершего до-
нора и ишемически-реперфузионное повреждение 
у реципиента.
Вследствие этого целью исследования явилась 
оценка ассоциаций генотипов клинически значи-
мых последовательностей нуклеотидов rs11536865, 
rs913930 и rs5030717 гена TLR-4 с риском возник-
новения и выраженностью ранней дисфункции 
трансплантатов печени.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для выявления клинических  ассоциаций с по-
лиморфизмом гена TLR-4 мы провели исследова-
ние «случай–контроль» по выявлению ассоциации 
ранней дисфункции трансплантата с различны-
ми генотипами гена TLR-4 в последовательности 
rs11536865, rs913930 и rs5030717. Исследование 
включало 71 пациента с ноября 2013-го по апрель 
2015 г. Критерии включения: трансплантация пече-
ни от умершего донора со стандартными критерия-
ми (уровень АСТ и АЛТ менее 200, жировой гепа-
тоз менее 40%, уровень натриемии до 165 мколь/л, 
возраст до 60 лет, применение вазопрессоров до-
пускалось). Критерии исключения: трансплантация 
от родственного донора, редуцированный графт, 
возраст реципиента менее 18 лет. Характеристика 
пациентов представлена в табл. 1.
Таблица 1
Характеристика пациентов
№ Показатель Медиана (25%; 75%)
1 Возраст пациента, лет 50 (40; 56)
2 MELD 17 (13; 24)
3 Возраст донора, лет 40 (29; 49)
4 Время общей ишемии, мин 480 (400; 530)
5 Время тепловой ишемии, мин 45 (40; 55)
6 Жировой гепатоз, % 10 (3; 20)
Через один час после портальной реперфузии 
образцы крови левой печеночной вены, получен-
ные путем пункции, были взяты для определения 
уровня IL-6, 8, 17, 23, TNF-a, MIP-1a и P-селектина. 
Биопсия печени выполнялась через два часа после 
портальной реперфузии с целью иммуногистохи-
мической окраски на CD68 и HMGB1.
Для амплификации трех локусов гена TLR-4, 
в которых расположены полиморфизмы (SNP) 
rs11536865 (G/C), rs5030717 (A/G), rs913930 (T/C), 
были подобраны олигонуклеотидные праймеры 
(табл. 2) [9, 10].
Для получения специфичных ПЦР-продуктов 
трех исследуемых локусов гена TLR-4 (рис. 1) ПЦР 
проводили в 20 мкл реакционной смеси, содержа-
щей 1 × ПЦР буфер, 0,2 mM dNTPs, 0,2 μL Phusion 
Green Hot Start II High-Fidelity DNA Polymerase 
(«Thermo scientifi c», Финляндия), по 0,25 μM пря-
мого и обратного праймера («Праймтех», Беларусь) 
и 5 μL геномной ДНК.
Для проведения ПЦР геномную ДНК выделяли 
из образцов крови доноров с использованием на-
бора для выделения ДНК «Нуклеосорб» («Прайм-
тех», Беларусь). Для постановки секвенирующей 
ПЦР использовали Big Dye Terminator v3.1 Cycle 
Sequen cing Kit («Life technologies», США). Секве-
нирование проводили на приборе 3500 Genetic Ana-
lyzer («Life technologies», США). Анализировали 
результаты с использованием программы Sequenc-
ing Analysis («Life technologies», США).
Наличие ранней послеоперационной дисфунк-
ции трансплантата оценивалось по уровню АСТ, 
АЛТ, билирубина и МНО, а первые 7 дней после 
операции в соответствии с критериями K.M. Olthoff 
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с соавт. [11]. Тяжелая РДТ была определена по кри-
териям P.R. Salvalaggio et al. [12].
Распределение ч исленных величин признано не-
нормальным, в этой связи средние величины пред-
ставлены как медиана с 25% и 75% квартилями. 
Статистический анализ выполнен с применением 
программного пакета STATISTICA 8 для Windows. 
Поиск литературных источников был произведен 
в электронных базах данных Medscape, Pubmed 
(NLM) и Cochrane.org с применением программно-
го пакета Endnote®Web для Macintosh.
РЕЗУЛЬТАТЫ
В пределах rs5030717 были выявлены три гено-
типа: AA (гомозигота) и два генотипа с минорной 
аллелью G – AG (гетерозигота) и GG (гомозигота, 
рис. 2).
В пределах rs913930 были выявлены 3 генотипа: 
TT (гомозигота) и два генотипа с минорной алле-
лью С – TC, CC (гетеро- и гомозиготный соответс-
твенно, рис. 3).
Изучение rs11536865 не выявило полиморфизма 
(все образцы имели генотип GG). Клинически зна-
чимый вариант полиморфизма – аллель С (минор-
ная аллель) в исследованных образцах не выявлен.
Частота встречаемости  генотипов в SNP rs913930 
составила 59,1% (42/71) для TT, 29,5% (21/71) – CT 
и 11,2% (8/71) – СС. В SNP rs5030717 81,6% (58/71) 
доноров имели генотип АА, 12,6% (9/71) были гете-
розиготами AG с минорной аллелью A и 5,6% (4/71) 
были гомозиготами с минорной аллелью GG.
В целом ранняя дисфун к ц ия трансплантата пече-
ни развилась у 14 из 71 пациента (19,7%), тяжелая 
РДТ – у 8 (11,2%), септические осложнения – у 10 
(14%), острое клеточное отторжение – у 17 (23,9%). 
При анализе влияния на риск развития РДТ гено-
типа С/T по сравнению с генотипами СС+TT было 
получено, что частота умеренно-тяжелой и тяжелой 
РДТ была достоверно и значительно больше у па-
циентов с генотипом донорской печени С/T (23,8%) 
в последовательности rs913930 по сравнению с го-
мозиготными генотипами СС+TT (6%; Fisher exact 
test, p = 0,04). Частота РДТ по критериям Olthof и 
септических осложнений достоверно не отличалась 
между группами генотипов С/T и СС+TT (табл. 3).
Регрес си о н ный анализ показал, что генотип C/T 
гена TLR-4 в последовательности SNP rs913930 
имеет сильную связь с развитием ранней дисфун-
кции трансплантата (Отношение шансов 4,8:1; p = 
0,047; 95% ДИ 1–23,4).
Таблица 2
Последовательность олигонуклеотидов для определения полиморфизмов гена TLR-4
SNPs* OBSERVED* MAF* Location** Primers













** – Donor Polymorphisms of Toll-Like Receptor 4 Associated With Graft Failure in Liver Transplant Recipients / William 
S. Oetting et al. // Liver transplantation 18: 1399–1405, 2012.
*** – bp (base pair).
Рис. 1. Специфичные ПЦР-продукты локусов гена TLR-4, в которых расположены SNP: rs11536865 (65) – 247 п. н. 
(последовательность нуклеотидов); rs5030717 (17) – 174 п. н.; rs913930 (30) – 225 п. н.; K- – отрицательный контроль-
ный образец; М – маркер
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Рис. 2. SNP rs5030717, локализована в intron 2 (–833) TLR4, A>G. Выявлены генотипы AA, AG (слева сверху вниз) и 
GG (справа)
Рис. 3. SNP rs913930, локализована в –7083 за 3′ UTR гена TLR4, T>C. Выявлены генотипы TT, CC (слева) и CT 
(справа)
Таблица 3
Клинические ас социации полиморфизма гена TLR-4 (С/T против СС+TT) 
в последовательности rs913930
№ Генотип С/T, n = 21 Генотипы СС+TT, n  = 50 p
1 РДТ, n (%) 6 (28,5) 8 (16) 0,3
2 Тяжелая РДТ*, n (%) 5 (23,8) 3 (6) 0,04
3 Септические осложнения после ТП, n (%) 3 (14,2) 7 (14) 0,7
Примечание. РДТ – ранняя дисфункция трансплантата; * – критерии Salvalaggio.
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Анализ ас со циаций полиморфизма гена TLR-4 
в последовательности SNP rs913930 с иммуногис-
тохимическими (CD68, HMGB1) и серологически-
ми маркерами (VEGF, АСТ, АЛТ, прокальцитонин) 
показал, что пациенты с генотипом донорской пе-
чени С/T имели достоверно большую пропорцию 
HMGB1 (%) положительных гепатоцитов в донор-
ском биоптате, 21 (17–29)%, по сравнению с геноти-
пами СС+TT, 16 (10–19)% (Mann–Whitney p = 0,01; 
рис. 4).
При анализе влияния на риск развития РДТ ге-
нотипов СС+С/T по сравнению с генотипом TT 
было получено, что частота умеренно-тяжелой и 
тяжелой РДТ была достоверно и значительно боль-
ше у пациентов с генотипами донорской печени 
СС+С/T (20,6%) в последовательности rs913930 по 
сравнению с гомозиготными генотипами TT (4,7%; 
Fisher exact test, p = 0,04). Частота РДТ по крите-
риям Olthof и септических осложнений достоверно 
не отличалась между группами генотипов CC+С/T 
и TT (табл. 4).
Регрессионный анализ показал, что аллель С 
гена TLR-4 в последовательности SNP rs913930 (ге-
нотипы СС+C/T) ассоциирована, хотя и погранич-
но недостоверно, с развитием ранней дисфункции 
трансплантата (отношение шансов 5,2:1; p = 0,05; 
95% ДИ 0,9–28).
Таблица 4
Клинические ассоциации полиморфизма гена TLR-4 (СС+С/T против TT) 
в последовательности rs913930
№ Генотип СС+C/T, n = 29 Генотип TT, n = 42 p
1 РДТ, n (%) 7 (24,1) 7 (16,6) 0,6
2 Тяжелая РДТ*, n (%) 6 (20,6) 2 (4,7) 0,04
3 Септические осложнения после ТП, n (%) 5 (17,2) 5 (11,9) 0,7
Примечание. РДТ – ранняя дисфункция трансплантата; * – критерии Salvalaggio.
Анализ ассоциаций п о лиморфизма гена TLR-4 в 
последовательности SNP rs913930 с иммуногисто-
химическими (CD68, HMGB1) и серологическими 
маркерами (VEGF, АСТ, АЛТ, прокальцитонин) по-
казал, что пациенты с генотипом донорской печени 
СС+C/T имели достоверно большую пропорцию 
HMGB1 (%) положительных гепатоцитов в донор-
ском биоптате, 19,5 (14–29)%, по сравнению с ге-
нотипами TT, 16 (10–19)% (Mann–Whitney p = 0,02; 
рис. 5), а также тенденцию к большей пропорции 
HMGB1 положительных гепатоцитов в пострепер-
фузионном биоптате (Mann–Whitney; p = 0,06).
Сравнение уровней экспрессии (клеток/мм2) 
CD68 в биоптате печени на этапе донорского забора 
и после реперфузии показало достоверную разни-
цу количества CD68 положительных клеток в био-
птате печени доноров (на этапе забора) носителей 
гетерозигот по SNP rs913930 (генотип C/T) и SNP 
rs5030717 (генотип AG), (Mann–Whitney test, p = 
0,03; рис. 6).
Анализ влияния на риск развития РДТ полимор-
физма гена TLR-4 в последовательности rs5030717 
показал, что частота (пропорции пациентов, %) 
РДТ, тяжелой РДТ, септических осложнений и ост-
рого клеточного отторжения достоверно не отлича-
лась между генотипами A/G+GG в сравнении с АА 
и A/G (p = 0,7; 0,8; 0,6; 0,9 соответственно) в сравне-
нии с AA+GG (p = 0,8; 0,3; 0,3; 0,9 соответственно).
Рис. 4. Отличие HMGB1+ гепатоцитов в биоптате донорской печени с генотипами C/T и СС+TT
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Анализ роли экспрессии CD68 и HMGB1 пока-
зал достоверную корреляцию между экспрессией 
CD68 в биоптатах печени доноров и уровнем IL-23 
в печеночных венах трансплантата через 1 час пос-
ле реперфузии (ρ = 0,62; p = 0,04) и между экспрес-
сией HMGB1 в биоптатах печени доноров и уров-
нем АСТ через 24 часа после реперфузии (r = 0,4; 
p = 0,02) (рис. 7).
Дальнейший анализ связи ИГХ маркеров акти-
вации гепатоцитов и клеток Купфера показал, что 
экспрессия HMGB1 в биоптатах печени доноров 
достоверно отличается (Mann–Whitney test, p = 
0,0036) в группах пациентов с и без РДТ после 
трансплантации печени и была больше у пациентов 
с РДТ, 21 (20; 29) кл/мм2, по сравнению с пациента-
ми без РДТ, 16 (12; 18).
Микрофотографии срезов донорских биоптатов 
печени с различной экспрессией HMGB1, транс-
плантация которых сопровождалась неосложнен-
ным течением или осложнилась РДТ, представлены 
на рис. 8 и 9.
ОБСУЖДЕНИЕ И ВЫВОДЫ
Данное исследование показало клиническую 
значимость полиморфизмов гена TLR-4 в возник-
новении ранней дисфункции трансплантата печени 
у восточно-европейских пациентов. Из трех изу-
ченных последовательностей нуклеотидов rs913930 
ассоциирована с развитием ранней дисфункции 
трансплантата.
На основании полученных данных можно ут-
верждать, что генетические предпосылки реали-
Рис. 5. Отличие HMGB1+ гепатоцитов в биоптате донорской печени с генотипами СС+С/T и ТТ
Рис. 6. Экспрессия CD68 в печени доноров – носителей гетерозигот TC и AG по сравнению с гомозиготами
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зуются только при возникновении тяжелой формы 
РДТ с уровнем АСТ и АЛТ более 3000 МЕ в первые 
сутки после реперфузии. Оба генотипа гена TLR-4 в 
последовательности rs913930, содержащие минор-
ную аллель С, ассоциированы с риском развития 
тяжелой РДТ.
Мы установили, что реализация генетической 
детерминированности риска РДТ включает акти-
вацию ядерного белка HMGB1, экспрессию клеток 
Купфера (CD68) в печени доноров и внутрипече-
ночную секрецию IL-23 уже через час после пор-
тальной реперфузии. При этом активация HMGB1, 
экспрессия CD68 в печени доноров и секреция IL-
23 предшествуют клинической картине именно тя-
желой РДТ.
Полученные данные подтверждают научную ги-
потезу о том, что ранняя дисфункция транспланта-
та может быть обусловлена повреждением печени 
в результате системного воспалительного ответа 
на смерть мозга и бактериальную транслокацию у 
умершего донора, кроме того, помимо фенотипи-
ческих и технических ранняя дисфункция транс-
плантата имеет и генетические предпосылки, ко-
торые реализуются в результате специфических 
патологических процессов, характерных для транс-
плантации.
Критикой данного исследования может высту-
пить небольшое количество наблюдений. Однако 
выбор соответствующего дизайна исследования и 
следование требуемым для него правилам (Fisher 
exact test с последующим регрессионным анализом) 
позволяет нам делать обоснованные для клиниче-
ского исследования выводы о том, что генотип гена 
TLR-4 в последовательности rs913930 ассоцииро-
ван с риском ранней дисфункции трансплантата пе-
Рис. 7. Корреляция уровня АСТ в первые послеоперационные сутки с экспрессией HMGB-1 в печени донора
Рис. 8. Экспрессия HMGB1 в донорских биоптатах пече-
ни, трансплантация которых не осложнилась РДТ
Рис. 9. Экспрессия HMGB1 в донорских биоптатах пече-
ни, трансплантация которых осложнилась РДТ
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чени и реализуется через активацию ядерного белка 
HMGB1, клеток Купфера и IL-23.
Полученные в данном исследовании результа-
ты могут лечь в основу объективного метода оцен-
ки печеночного трансплантата умершего донора, 
для установления величины риска возникновения 
дисфункции трансплантата, других осложнений и 
летальности после трансплантации печени и тем 
самым способствовать, путем начала ранней специ-
фической терапии, снижению вероятности возник-
новения, степени тяжести осложнений, сопровож-
дающих трансплантацию.
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